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RESUMO
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA
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AUTORA: ALINE RAVANELLO
ORIENTADORA: PROF®. DR*. CLARICE MADALENA BUENO ROLIM

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 16 de Abril de 2010.

O Fosfato de sitagliptina ¢ um anti-hiperglicemico oral pertencente a uma nova classe
de medicamentos utilizados para o tratamento da diabete tipo 2, os inibidores da enzima
dipeptidil dipetidase-4 (DPP-4). Este medicamento além de ser seguro e bem tolerado
estimula a secre¢do de insulina, diminui a liberagdo de glucagon, retarda o esvaziamento
gastrico e prolonga a vida das células beta. Encontra-se comercialmente disponivel na forma
de comprimidos revestidos. Nao existem monografias até o presente momento para a analise
do fosfato de sitagliptina em sua forma farmacéutica. Neste trabalho foram desenvolvidos e
validados métodos para a avaliagdo e quantificagdo do farmaco. Os métodos utilizados para a
quantificacdo do farmaco foram a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a
espectrofotometria. O sistema por CLAE foi realizado em temperatura ambiente e de maneira
isocratica com coluna de fase reversa Phenomenex C18 (15cm x 4.6mm) e fase movel
composta por tampao fosfato 0.025M pH 6.8 : acetonitrila (60:40, v/v) com vazdo de
0.8mL/min. A deteccdo foi realizada no PDA em 267nm. No método espectrofotométrico o
solvente utilizado foi o HCI 0.01N e sua deteccdo foi realizada no comprimento de onda de
267nm. Os métodos mostram boa linearidade, precisdo e exatiddo e ndo demonstraram
diferenga significativa entre eles. Posteriormente foram realizados testes de dissolu¢do com

resultados semelhantes com medicamentos de diferentes lotes.

Palavras-chaves: fosfato de sitagliptina; cromatografia liquida de alta eficiéncia;
espectrofotometria na regido do ultravioleta; validacao.
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Local and date: Santa Maria, April 16™2010.

Sitagliptin Phosphate is an oral anti-hyperglycemic belonging to a new class of
medicine used in type 2 diabetes treatment, the dipeptidyl dipetidase -4 (DPP-4) enzyme
inhibitors. This drug besides being safe and tolerated, stimulates the insulin secretion, lowers
the glucagon release, delays the gastric emptiness and increases beta cells’ life. It is
commercially available as covered pills. So far, there is not any monograph to analyze
sitagliptin phosphate in its pharmaceutical form. In this work some methods were developed
and validated to evaluate and quantify the drug. The methods used to quantify it were high
pressure efficiency liquid chromatography (HPLC) and spectrophotometry. The system
through HPLC was carried out in room temperature and in an isocratic way with Phenomenex
C 18 (15 cm x 4.6mm) reverse phase column and the mobile phase composed by 0.025M pH
6.8 phosphate buffer: acetronytril (60:40, v/v) with 0.8 mL /min. flow. The detection was
accomplished in PDA in 267nm. With the spectrophotometric method the solvent used was
HCI 0.01N and its detection was accomplished in 267nm wave length. The methods show a
good linearity, precision and accuracy and having no significant difference between them.
Later, some dissolution tests were carried out with different bacthes of drug and with similar

results.

Key-words: sitagliptin phosphate; high efficiency liquid chromatography; spectrophotometry

in the ultra-violet region; validation.
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1 INTRODUCAO

O diabetes melito ¢ um distarbio metabdlico cronico, caracterizado por niveis elevados
de glicemia devido a deficiéncia de insulina, frequentemente combinada com resisténcia a
insulina. Ocorre hiperglicemia devido a liberagdo descontrolada de glicose pelo figado, e
baixa captacdo de glicose, com reduzida sintese de glicogénio (RANG et al, 2003). As causas
sdo desconhecidas, mas acredita-se que a hereditariedade e fatores relacionados ao estilo de

vida exercam um papel importante no seu desenvolvimento (KAPRIO et al., 1992).

A classificacdo “terapéutica” atualmente recomendada pela American Diabetes
Association reconhece dois tipos principais de diabete: o diabete melito insulino-dependente
(DMID) ou diabete tipo I e o diabete melito nao-insulino-dependente (DMNID) também
conhecida como diabete tipo II (KATZUNG, 1994). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude, ¢ estimado que, para o ano de 2030, 366 milhdes de pessoas sejam diabéticas (WHO).
O namero de pessoas com diabetes esta aumentando devido ao crescimento da populag@o,
envelhecimento, urbanizagdo e aumento da prevaléncia de obesidade e sedentarismo. Assim, a
quantificacdo da prevaléncia e do numero de pessoas afetadas pelo diabetes, agora e no
futuro, ¢ importante para permitir um planejamento racional e alocagdo de recursos (WILD et
al., 2004). O diabetes tipo II acomete de 90 a 95% dos casos e apesar de estar associada com
idades mais avancadas também ¢ diagnosticada em criangas ¢ adolescentes. Esta forma da

doenga normalmente esta relacionada a obesidade.

O tratamento inicial para DMNID inclui modificagdes no estilo de vida e a pratica de
atividades fisicas, quando estas medidas tornam-se ineficazes, sdo utilizados os
hipoglicemiantes orais, mas aproximadamente um ter¢o destes pacientes acabam necessitando
de insulina endogena no decorrer dos anos, devido ao declinio da fungdo das células P
(CHACRA & LERARIO, 1998; RANG et al, 2003; NATHAN et al, 2006, MIZUNO et al,
2008,).

As terapias farmacologicas possuem tolerabilidade e eficacia limitadas e diversos
efeitos colaterais (MOLLER, 2001). Devido a esses fatores foi aprovado em outubro de 2006
pelo FDA um medicamento com um diferente mecanismo de agdo, chamado de Januvia®

(fosfato de sitagliptina), para ser utilizado como monoterapia ou em associagdo com outros
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hipoglicemiantes orais (MSD, 2007). O fosfato de sitagliptina (Figura 1) é um farmaco que
vem sendo amplamente indicado no Brasil, aprovado pela ANVISA em Outubro de 2006,
para a terapia da Diabete tipo II devido a menor freqiiéncia de efeitos colaterais, como
sobrepeso e hipoglicemia ¢ por prolongar a fungdo das células B (REIMER et al., 2002;
POSPISILIK et al., 2002; AHREN et al, 2004; DRUKER & NAUCK, 2006; DHILLON,
2010). No mercado brasileiro encontra-se disponivel na forma farmacéutica de comprimidos
revestidos nas dosagens de 25mg, 50mg e 100mg e também encontra-se em associagdo com o

cloridrato de metformina com o nome comercial de janumet®.

Considerando o exposto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar
metodologias analiticas para avaliagdo do fosfato de sitagliptina em sua forma farmacéutica,
cujos resultados estdo dispostos na forma de artigos cientificos. Com os resultados obtidos na
avaliacdo por espectrofotometria e o desenvolvimento do perfil de dissolucdo do farmaco
elaborou-se o artigo “Development and Validation of an UV-spectrophotometric Method for
the Dissolution Studies of Sitagliptin Tablets”(artigo 1), submetido para Latin American
Journal of Pharmacy. O segundo artigo foi submetido ao Journal of Chromatographic Science
apos a obtencdo dos resultados com o desenvolvimento e validagio do método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e este foi intitulado “Development and

Validation of a Stability-Indicating LC Method for Determination of Sitagliptin in Tablets”.

Figura 1 — Estrutura quimica da Sitagliptina
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Desenvolver e validar metodologias fisico-quimicas para a caracterizagdo e avaliacao
do fosfato de sitagliptina em produtos farmacéuticos na forma de comprimidos revestidos.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
fase reversa para determinagdo quantitativa de sitagliptina em comprimidos.

e Desenvolver e validar método por espectrofotometria no UV para determinagdo
quantitativa de sitagliptina em comprimidos.

e Realizar estudo comparativo entre os métodos propostos.

e Desenvolver e validar método de dissolugdo para comprimidos revestidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Consideracdes gerais

A diabete tipo 2 (T2DM) ¢ uma desordem metabolica geralmente decorrente da
resisténcia periférica & acdo do hormonio insulina (CHACRA & LERARIO, 1998). Essa
forma da doenca caracteriza-se primariamente por resisténcia a insulina ou redugdo da
sensibilidade a insulina. Assim, os fatores contribuintes mais importantes no diabetes tipo 2
incluem: (a) resisténcia das células corporais a insulina; (b) producio hepatica de glicose
aumentada devido a degradagdo do glicogénio; (c) transporte reduzido de glicose mediado por
insulina para os tecidos muscular e adiposo; e (d) fungdo prejudicada das células B,
conduzindo a ndo liberag¢do de insulina em resposta a um estimulo hiperglicémico (HAVALE
& PALM, 2009). Com o passar dos anos um terco dos pacientes acabam necessitando de

insulina devido a disfuncao progressiva das células f (RANGE et al, 2003).

Em decorréncia dos distarbios metabolicos observados, surgem diversas
complicagdes, como: coronariopatias, vasculopatias periféricas, retinopatias, nefropatias,
neuropatias, depressdo e problemas cognitivos (SEEMAN et al, 1994; GREEG et al, 2000;
GREEG et al, 2002; MAGGI et al, 2004; BRUCE et al, 2005).

Apesar da disponibilidade de varias classes de antidiabéticos orais, a maioria dos
pacientes ndo consegue manter os niveis glicémicos normais, aumentando ainda mais os
riscos de complicagdes microvasculares e macrovasculares e isto faz com que a mortalidade
das pessoas com diabete tipo 2 chegue a 75-80% devido a doengas cardiovasculares. A
diabetes pode diminuir o tempo de vida de 12 a 14 anos (INZUCCHI, 2002; MANUEL &
SCHULTZ, 2004; COHEN & HORTON, 2007).

A recente descoberta da fungdo biologica da enzima dipeptidil peptidase IV (DPP-4),
uma enzima presente no intestino, estimulou pesquisas dirigidas ao desenvolvimento de
agentes antidiabéticos com um diferente mecanismo de agdo, os inibidores da DPP-4. A
sitagliptina ¢ um firmaco pertencente a este grupo e representa um inibidor potente, altamente

seletivo e reversivel da enzima DPP-4 (WEBER, 2004; MSD, 2007).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

15

3.2 Mecanismo de acao

A enzima DPP-4 ¢ responsavel pela degradagdo e inativagdo dos hormonios incretina
denominados peptideo 1 (GLP-1) e polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP).
Estes hormdnios atuam na liberacdo da insulina em presenga da glicose (HOLST &
GROMADA, 2004; HANSOTIA et al, 2004).

O GLP-1 ¢ liberado pelas células L, localizadas no ileo € no colon e tem a fungdo de
regular os niveis de insulina e glucagon, aumentar a sobrevida e a proliferacao das células 3 e
retardar o esvaziamento gastrico aumentando a saciedade (BAGGIO & DRUKER, 2004;
BRUBAKER & DRUKER, 2004; HOLST E GROMADA, 2004). O GIP ¢ liberado pelas
células K localizadas no duodeno e no jejuno proximal e tem como fungdo promover estoque
de energia no tecido adiposo (MEIER & NAUCK, 2004). Apds a liberagdo dessas incretinas
sob o estimulo de uma refeigdo, as formas ativas desses horménios ligam-se aos seus
receptores nas células B pancreéticas e atenuam o aumento pds-prandial da glicose, e também
contribuem para reduzir mais rapidamente as concentracdes de glicose. Porém, ambos
possuem meia vida curta devido a rapida inativacdo pela enzima DPP-4 (VISBOOL et al,
2003; MENTLEIN, 1999; DEACON et al, 1995). Devido a rapida clivagem promovida pela
enzima, o uso das incretinas como agentes terapéuticos de uso oral, representa um obstaculo
para o uso destas como agentes terapéutico (RACHMAN et al., 1997). Por isso as novas
estratégia terap€uticas de tratamento do diabete tipo 2 concentram-se em contornar o
problema da meia-vida curta das incretinas e isso envolve o uso dos inibidores da DPP-4. Por
este motivo, substancias que tenham a capacidade de inativar a DPP-4 sdo consideradas uma
nova alternativa para o tratamento da diabete tipo 2 (VAN DER VEKEN et al., 2007;
WEBER, 2004). Essa enzima ¢ amplamente distribuida em varios tecidos e também existente
como forma circulante soluvel no plasma, e estudos demonstraram que os hormonios incretina
GLP-1 e GIP, possuem uma estrutura ideal para clivagem pela DPP-4, sendo rapidamente

inativados por essa enzima (LOW et al., 1991; MENTLEIN et al., 1993).
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3.3 Estrutura quimica

A sitagliptina, o primeiro inibidor da DPP-4 aprovado pelo FDA para o tratamento do
diabetes, ¢ descrito quimicamente como: fosfato de 7-[(3R)-3-amino-1-0x0-4-(2,4,5-
trifluorfenil)butil]-5,6,7,8-tetrahidro-3-(trifluormetil)- 1,2,4-triazol[4,3-a]pirazina (1:1)
monoidratado. A férmula empirica ¢ C¢H;sF¢NsO* H3PO4¢ H,O, possui um peso molecular
de 523,32 e um pKa 7,7 (EMEA, 2009). A forma farmacéutica disponivel ¢ a de comprimidos
revestidos, e esta contém como excipientes celulose microcristalina, hidrogenofosfato de

calcio anidro, croscarmelose sodica, estearato de magnésio e fumarato de sodio.

A sitagliptina ¢ um p6 cristalino, ndo higroscopico, com uma coloragdo que pode
variar de branco a esbranquicado. O composto ¢ solivel em agua e N,N- dimetilformamida,
discretamente soluvel em metanol, muito pouco soluvel em etanol, acetona e acetonitrila e

insoluvel em isopropanol e acetato de isopropila (MSD, 2007).

3.4 Farmacocinética

Varios estudos caracterizando as propriedades farmacocinéticas da sitagliptina em
animais, individuos sadios, individuos obesos de meia-idade e pacientes com T2DM foram
publicados (HERMAN et al., 2006; BERGMAN et al.a e b, 2006; BECONI et al, 2007). Em
geral, a farmacocinética da sitagliptina em individuos sadios ¢ comparavel com aquela
observada em pacientes com DM2 (MSD, 2007). Apds a administra¢do oral, a sitagliptina é
rapidamente absorvida, os picos de concentracdo plasmatica ocorrem de 1 a 4 horas apds a
administrag@o e a biodisponibilidade absoluta ¢ de 87%, considerando que a co-administragdo
com dieta rica em gorduras ndo teve qualquer efeito na farmacocinética, o medicamento pode
ser administrado com ou sem alimento. O volume médio de distribui¢do no estado
estaciondrio ap6s a administragdo de uma dose intravenosa Unica de 100 mg de sitagliptina a
individuos saudaveis é, de aproximadamente, 198 litros. A fracdo que se liga de modo
reversivel as proteinas plasmaticas ¢ de apenas 38 % (EMEA, 2008). A meia vida apdés uma
dose oral de 100 mg foi de aproximadamente 12,4 horas e a depuragdo renal foi de
350ml/min. O acimulo de sitagliptina ¢ minimo com doses multiplas (BERGMAN et al a,
2006; MSD, 2007).
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Aproximadamente 79% do sitagliptina ¢ excretada de forma inalterada na urina e
aproximadamente 13% nas fezes. Apos a administracdo de uma dose oral de sitagliptina,
aproximadamente 16 % da radioatividade foi excretada como metabolitos. Seis metabdlitos
foram detectados em niveis residuais e ndo se prevé que contribuam para a atividade inibidora

plasmatica da DPP-4 (EMEA, 2007; VINCENT et al, 2007; MSD, 2007).

Em um estudo da farmacocinética da sitagliptina em pacientes com insuficiéncia renal,
foi constatado que houve um aumento de aproximadamente 2 vezes na concentragdo
plasmatica em pacientes com insuficiéncia renal moderada (CrCl 30-50 mL/min), ¢ um
aumento de aproximadamente 4 vezes na concentracdo plasmdtica em pacientes com
insuficiéncia renal severa (CrCl <30 mL/min) ou em pacientes em didlise (BERGMAN et
al.b, 2006). Baseado nesses dados, para obter exposi¢do a sitagliptina semelhante ao que
ocorreria em uma paciente com fun¢do renal normal, metade e um quarto da dose seria
necessaria em pacientes com insuficiéncia renal moderada e severa, respectivamente (MSD,

2007).

3.5 Reacoes adversas

Nas triagens clinicas controladas, a sitagliptina foi geralmente bem tolerada, com uma
incidéncia geral de efeitos adversos similares ao do placebo. Nenhum dos individuos
desenvolveu reacdes adversas clinicas ou laboratoriais ou descontinuaram o estudo devido a
alguma reacdo clinica adversa. Estas, quando presentes, apresentaram-se leves a moderadas,

transitorias, e resolvidas sem tratamento (BERGMAN et al., 2006a).

Durante a Fase III das triagens clinicas, as reagdes adversas descritas foram menores
do que 5% nos pacientes tratados com sitagliptina. Das reacdes adversas relatadas que
ocorreram com maior frequéncia destacam-se: infecg¢do do trato respiratorio superior (6,3%),
nasofaringite (5,2%) e cefaléia (5,1%). A incidéncia de outras reagdes adversas como
hipoglicemia, dor abdominal, ndusea e diarréia foram muito semelhantes em pacientes que
receberam sitagliptina 100mg e placebo. Nao foi observado aumento significativo de peso

corporal a partir dos dados iniciais com a sitagliptina (MSD, 2007).
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3.6 Validacao

O controle de qualidade tornou-se uma ferramenta imprescindivel para a industria
farmacéutica, a partir dele pode-se garantir um medicamento seguro e eficaz. A confiabilidade
dos resultados do controle de qualidade de medicamentos ¢é alcancada através da validagdo

dos métodos analiticos (SETHI, 1999).

Conforme a resolugdo 899 (BRASIL, 2003), a qual dispde de um guia para validacao
de métodos analiticos e bioanaliticos, a validagdo deve garantir através de estudos
experimentais que o método atende as exigéncias analiticas assegurando a confiabilidade dos
resultados. Essa resolugdo ainda ressalta que os equipamentos devem estar calibrados e os
analistas devem ser qualificados e treinados. A validagdo de um procedimento analitico
objetiva demonstrar que o mesmo ¢ adequado para a analise pretendida (ICH, 2005). Segundo
a USP 31 (2009) a validagdo ¢ um processo no qual se estabelece, através de estudos de
laboratério, que as caracteristicas de desempenho do método satisfazem as exigéncias para a

aplicacdo analitica pretendida.

O ICH (2005) divide os métodos analiticos em quatro categorias, incluindo os testes
de identificagdo, os testes quantitativos de impurezas, os testes para controle do limite de
impurezas e os ensaios para a determinacdo quantitativa, para avaliar poténcia (teor) do

farmaco ou para a verificacdo do perfil de dissolucdo de amostras especificas.

No presente trabalho a validag@o vai ser conduzida conforme o ICH (2005; USP 31
(2009) e Brasil (2003). Utilizando os parametros de validagdo como: especificidade,

linearidade, precisdo, robustez, exatiddo, limite de quantificacdo e limite de deteccao.

3.7 Métodos de determinac¢ao

Na literatura cientifica foram publicados alguns artigos que descrevem métodos para a

determinacdo de fosfato de sitagliptina em matrizes biologicas como plasma e urina.
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Zeng et al (2006) descreveram a determinagdo de MK-0431 (sitagliptina) presente no
plasma humano através de cromatografia liquida de alta turbuléncia (HTLC) acoplada a
espectrometro de massa com o objetivo de auxiliar os ensaios clinicos. O método foi realizado
utilizando uma coluna de fase reversa para a extracdo (Cyclone, 50 x 1mm, 60pum) e uma
coluna para a andlise de BDS Hypersil C18 (30 x 2,1mm, 3um), foram empregadas quatro
fases moveis, apresentando um tempo de retencgdo de 2,88. O método foi validado levando em
consideragdo os parametros de linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de

quantificacao.

Outro método utilizando cromatografia liquida de alta turbuléncia acoplada e
espectrometro de massas, foi apresentado por Zeng et al (2008) para a determinagdo da
sitagliptina em urina humana com o objetivo de elucidar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas de uma tinica dose do medicamento e doses multiplas, ¢ desta maneira dar
suporte aos estudos clinicos do farmaco. Foram utilizadas as mesmas colunas do estudo
realizado no plasma e duas fases moveis, em diferentes proporgoes e fluxos, de acordo com as
fases de extragdo e separacdo da substancia. O método proposto demonstrou ser sensivel

preciso e exato.

Em 2007, Liu et al caracterizaram dois metabolitos ciclicos da sitagliptina
provenientes da urina de cachorro. Esta andlise foi realizada através de espectrometria de
massa e ressonancia magnética nuclear. A purificacdo dos metabolitos M2 e M5 ocorreu

através de uma extracdo em fase solida e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, TANG et al. 2009, validou um método
para determinagdo de sitagliptin utilizando uma coluna C18 (150mm, 4.6mm, Sum), fase
moével com metanol 0,1% : solugdo de ac perclorico (32:68), com um fluxo de 1.0 ml/min e

detecgdo em 268nm, descrevendo o método como seletivo, exato e reprodutivel.
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3.8 Dissolucio

A evolugdo tecnolégica no desenvolvimento e producdo de medicamentos exige o
cumprimento de diretrizes regulamentadas para prevenir os riscos na qualidade e seguranca
dos produtos. A garantia da qualidade ¢ um importante aspecto a ser considerado desde o
projeto até a liberagdo do produto ao consumidor, sendo o seu cumprimento fiscalizado pelos
orgdos oficiais que exigem que as empresas produtoras realizem ensaios de controle de
qualidade em todas as fases do processo de fabricagdo. Os estudos de dissolugdo in vitro
constituem um dos instrumentos essenciais para avaliagdo das propriedades

biofarmacotécnicas das formula¢oes (SKOUG et al., 1997).

A dissolucdo pode ser resumidamente definida como o processo pelo qual um farmaco
¢ liberado de sua forma farmacéutica, tornando-se disponivel para ser absorvido pelo
organismo. Alguns autores definem como a quantidade de um farmaco, que a partir de um
estado solido, passa a solu¢do por unidade de tempo, sob interface liquido/s6lido, com
temperatura e composicdo do solvente padronizados (CHOWDARY & RAJYALAKSHMI,
1987).

O perfil de dissolucdo relaciona a porcentagem de farmaco dissolvido em funcdo do
tempo (ABDOU, 1989) e representa uma técnica relativamente rapida e barata para avaliar
formas farmacéuticas solidas antes do teste clinico. Permite, também, a obtencdo de
parametros cinéticos, que sdo importantes para determinar a velocidade e eficiéncia do
processo, além do tempo necessario para que determinadas porcentagens do farmaco se
dissolvam, possibilitando, desta forma, conclusdes a respeito das caracteristicas

biofarmacotécnicas in vitro de determinada formulacdo (STORPIRTIS, 1999).

A absor¢do de farmacos a partir de formas farmacéuticas solidas, administradas por
via oral, depende de sua liberagao, da dissolucdo ou solubilizagdo dos mesmos em condicdes
fisiologicas e da permeabilidade das membranas do trato gastrintestinal. Portanto, a
dissolucdo in vitro ¢ fundamental para se prever o desempenho in vivo do farmaco. A
dissolugdo nos liquidos do trato gastrointestinal ¢ um passo limitante para que formas
farmaceéuticas solidas e solidos dispersos/suspensos em liquidos sejam capazes de transpor

membranas biologicas e exercer seus efeitos clinicos, pois a rapidez do processo de
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dissolugdo pode afetar a velocidade e extensdo da absor¢do de farmacos e consequentemente

sua atividade farmacologica (SHARGEL, et al., 2005).).

O estudo do processo de dissolugdo in vitro, empregando-se o teste de dissolucgdo e
perfil de dissolucao tem sido utilizado como parametro critico para determinar o desempenho
e definir a qualidade da forma farmacéutica, servindo também como indicador preditivo da
velocidade de absorc¢do. A possibilidade de correlacionar os dados in vivo e in vitro é de valor
inestimavel para definir a qualidade biofarmacéutica de um medicamento, sendo util no
desenvolvimento de formulagdes, controle de qualidade e determinacdo de equivalentes
farmacéuticos.

As inimeras variaveis que podem interferir nos resultados de um ensaio de dissolugao
podem ser dependentes do solido a ser dissolvido, do meio de dissolug@o ou relacionados ao
processo de fabricagdo. Todos devem ser considerados, porém alguns devem ser
rigorosamente monitorados para a obtencdo de resultados confidveis (STORPIRTIS, 1999;

MARCOLONGO, 2003). Dentre essas variaveis citam-se:

» Relacionadas com farmaco e formulagdo: solubilidade, tamanho de particula, natureza
quimica, polimorfismo, impurezas presentes, forma farmacéutica e excipientes.

» Relacionadas com o equipamento: aparato utilizado, geometria, velocidade e vibragao
do sistema, posi¢do da haste, posi¢do e método de amostragem e dispositivo para
formas farmacéuticas que flutuam.

» Relacionadas com o meio de dissolugdo: volume, presenca de bolhas de ar, pH,
evaporagdo do meio, temperatura, viscosidade, forca idnica e tensoativos.

» Relacionados com a tecnologia de fabricagdo: novos métodos de preparagdo de formas
de liberacdo dos farmacos permitem a inovagao farmacéutica apropriada, a velocidade
de liberagdo de se deseja.

A absorcao de farmacos apos administragdo oral, a partir de formas farmacéuticas solidas,
depende da liberacio do mesmo da sua forma farmacéutica, da sua dissolucdo ou
solubilizacdo sob condicdes fisiologicas e de sua permeabilidade através do trato
gastrintestinal (ANSARI, KAZEMIPOUR & TALEBNIA, 2004).

Para obter o perfil de dissolugdo devem-se realizar varias coletas do meio de
dissolu¢do, em tempos adequados, determinando-se a porcentagem de farmaco dissolvido a
cada tempo. E importante empregar método para quantificagdo do farmaco previamente
desenvolvido e validado. A partir da curva resultante pode-se determinar a cinética do

processo de dissolugdo, bem como calcular diversos parametros, tais como o tempo de
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laténcia da forma farmacéutica (tempo para o inicio do processo de desagregagdo) e a
eficiéncia de dissolucdo (Porta et al., 2002).

O teste de dissolucdo avalia a quantidade de farmaco dissolvido, em um determinado
volume de meio, mantido a temperatura de 37,0 + 0,5 °C, apds determinado periodo de tempo,
utilizando-se equipamento com dispositivo para promover agitagdo do meio, a uma dada
velocidade de agitacao (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; USP 31, 2009).

Os maiores desafios encontrados no desenvolvimento do teste de dissolugdo sdo a
selecdo do aparato a ser utilizado e das condi¢des que permitam a selecdo de um meio
discriminativo. Para realizar a escolha do meio de dissolugdo sdo utilizados critérios como o
pKa, solubilidade e estabilidade do farmaco em fungdo do pH, condi¢des sink, bem como
faixa de concentra¢do do farmaco (MARCOLONGO, 2003; FORTUNATO, 2005).

A avaliacdo do perfil de dissolu¢do, em trés diferentes meios, na faixa de pH
fisiologico ¢ recomendada como suporte no desenvolvimento e otimizagdo do método de
dissolugdo, bem como no estabelecimento de correlagdes in vivo-in vitro (FDA, 1997; ADMS
et al., 2001).

Os meios de dissolugdo sugeridos primeiramente sdo agua, HCI 0,1 M e solugdo
tampao de pH 1,2 a 6,8 (FDA, 1997). Outro fator a ser considerado na escolha do meio de
dissolucgdo ¢ a classificagdo biofarmacéutica do fArmaco. Farmacos da Classe I, que possuem
alta solubilidade aquosa e alta permeabilidade na mucosa gastrointestinal, dissolverao bem em
qualquer meio aquoso, desde que ndo haja qualquer problema de desintegragdo. Geralmente
esses farmacos sdo bem absorvidos, embora sua disponibilidade sistémica possa ser baixa
devido ao metabolismo, € o passo limitante para a absor¢do do farmaco ¢ a dissolugdo ou o
esvaziamento gastrico, se a dissolu¢do é muito rapida. Assim, o perfil de dissolugdo deve ser
bem definido e reproduzivel para assegurar a biodisponibilidade. No estado de jejum, a taxa
de esvaziamento gastrico ¢ dependente do volume e da fase de motilidade e, dessa forma,
segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, uma especificacdo de dissolucdo para
formas de dosagem de liberagdo imediata de 85% dissolvido em menos de 15 minutos pode

assegurar bioequivaléncia (OBERLE et al., 1990).

A validagdo de métodos analiticos utilizados para determinacdo de caracteristicas de
desempenho, como ¢ o caso dos testes de dissolugdo, deve incluir a avaliagdo da linearidade,
precisdo e exatiddo, especificidade, limite de deteccdo e quantificacdo (USP 31, 2009). Dentre

esses fatores, a precisdo tem sido o pardmetro considerado de extrema importincia para

garantir a confiabilidade dos resultados (ANSARI et al., 2004).
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Os testes de dissolugdo sdo recomendados por compéndios oficiais para garantir a
qualidade das formas farmacéuticas solidas, mas também sdo empregadas para avaliar etapas
de produgio e desenvolvimento de novas formulagdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988; FDA, 1997; USP 31, 2009)

O teste de dissolucdo ¢ exigido para todas as formas farmacéuticas sélidas orais nas
quais a absor¢do do principio ativo € necessaria para que o produto exerca seu efeito

terapéutico (BRASIL, 2004).

Os testes devem ser realizados em condi¢des tais como: método da cesta ou pa em
diferentes condigdes de agitagdo (50/75/100 rpm). Para gerar um perfil de dissolucdo, deve-se
obter, no minimo, cinco pontos de amostragem dos quais, no minimo trés correspondam a
valores de porcentagem de farmaco dissolvido menores que 65% e o ultimo ponto seja
relativo a um tempo de coleta igual a, pelo menos, o dobro do tempo anterior. Para
medicamentos de dissolucao rapida pode ser necessaria amostragem em intervalos menores (5

ou 10 minutos) (BRASIL, 2004).

Muitos farmacos ndo possuem monografia oficial, e sdo ainda escassos na literatura
estudos de desenvolvimento de métodos de dissolucdo. Para esses farmacos, existe a
necessidade de desenvolver ensaios de dissolu¢do que possam prever o comportamento in
vivo dos mesmos (MANADAS et al., 2002). A avaliacdo do perfil de dissolugdo, em trés
diferentes meios, na faixa de pH fisiolégico é recomendada como suporte no desenvolvimento
¢ otimiza¢do do método de dissolucdo, bem como no estabelecimento de correlagdes in vivo-

in vitro (ADAMS et al., 2001; FDA, 1997).
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4. CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE
REFERENCIA (SQR)

4.1 Introducao

No desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos de matérias-primas e formas
farmacéuticas a pureza da substincia quimica de referéncia utilizada ¢ de fundamental
importancia. De acordo com o FDA, existem duas categorias de SQR: compendiais e ndo
compendiais. As compendiais, as quais sdo obtidas de farmacopéias (Americana, Européia,
Brasileira), e ndo necessitam de caracterizagdo para serem utilizadas, ja as SQR ndo
compendiais sdo aquelas com elevado teor de pureza, mas que devem ser cuidadosamente

caracterizadas para garantir a sua identidade, poténcia e pureza (SWARTZ & KRULL, 1998).

Em virtude da SQR utilizada para o desenvolvimento deste trabalho ser classificada
como ndo compendial, foram realizados testes de identificagdo através de diferentes andlises
como métodos espectroscopicos (RMN 'H e RMN °C), espectrofotométrico (ultravioleta) e

cromatografico (cromatografia liquida de alta eficiéncia).

4.2 Substancia quimica de referéncia

A substancia utilizada como referéncia foi o fosfato de sitagliptina matéria prima
adquirida comercialmente de Sequoia Research Products, com teor declarado de 99,5%,

identificada pelo lote n° 0810011430s e com validade até setembro de 2009.
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4.3 Identificacao da SQR

4.3.1 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de '"H (RMN 'H)

O espectro de RMN 'H do fosfato de sitagliptina foi obtido em espectrometro Bruker
modelo DPX 400, registrado a 400 MHz, usando como solvente D,O. O espectro

correspondente esta ilustrado na figura 2.

A analise dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios estdo de acordo com a

literatura (HANSEN et al., 2009). As atribui¢des estdo indicadas na figura 3.
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Figura 2 — Espectro de RMN 'H do fosfato de sitagliptina SQR (400 MHz, D,0)
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Devido a complexidade da estrutura e a presenca de rotdmeros ndo foi possivel afirmar
a presenca de todos os hidrogénios pertencentes a estrutura quimica, mas os hidrogénios
identificados correspondem aos H da molécula da substincia quimica de referéncia. Os
Hidrogénios que aparecem no espectro entre 6.90 e 7.14 correspondem aos hidrogénios

localizados na regido do anel aromatico e o da regido de 4.04 a 4.16 ao hidrogénio ligado ao

carbono que faz ligacdo com o grupamento amina.

Figura 3 — Estrutura quimica do fosfato de sitagliptina marcada com as letras referentes aos
deslocamentos de hidrogénio obtidos com o RMN 'H.

4.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de BC (RMN "0)

O espectro de RMN °C do fosfato de sitagliptina foi obtido em espectro Bruker
modelo DPX 400, registrado a 400 MHz, usando como solvente D,O. O mesmo encontra-se

ilustrado na figura 4.
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Figura 4 — Espectro de RMN *C do fosfato de sitagliptina SQR (400 MHz, D,0)

As atribuigdes dos carbonos do fosfato de sitagliptina foram encontradas na literatura
consultada. As mesmas foram descritas baseadas nos deslocamentos quimicos encontrados na

literatura pertinente e estdo representadas por nimeros na figura 5 (HANSEN et al., 2009).
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Figura 5 — Estrutura quimica do fosfato de sitagliptina SQR e atribui¢cdes dos deslocamentos

de carbono obtidos com RMN °C.
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Devido a complexidade da estrutura quimica e a presenca de rotdmero da ligagdo
amida existente na propor¢do de 4:3, varios sinais de RMN se sobrepdem, por isso a
atribuicdo unequivoca de cada um dos rotameros ndo ¢é possivel, mas os carbonos que foram

possiveis identificar caracterizaram bem a estrutura quimica da sitagliptina.

Os carbonos da regido de 31 a 49 ppm correspondem aos 5 sinais dos carbonos
alifaticos e destes o unico que duplica o sinal para ambos os rotdmeros representa o carbono
que faz ligagdo a amina. De 170.29 a 170.36 estdo as carbonilas de ambos os rotameros, no
sinal de 143.25 a 143.47 estdo os carbonos ligantes ao flior, que caracterizam muito bem a
molécula e em 105 ppm e de 117-119 ppm estdo os dois dubletos refentes ao acoplamento do

carbono fluor do anel aromatico.

4.3.3 Espectroscopia na regiao do ultravioleta

O espectro de absor¢do da solugdo de fosfato de sitagliptina SQR foi tracado na regido
de 200 a 400nm, na concentragdo de 100 ug/ml, diluida em agua purificada, HCI, 0.01M e
tampdo acetado pH 4.5, em espectrofotdometro UV/VIS Shimadzu, modelo UV-1601PC.
Foram utilizadas cubetas de quartzo de lcm de percurso 6tico e os mesmos solventes como

branco.

Os espectros de absor¢do da sitagliptina em agua purificada e em tampao acetato pH
4.5 também foram realizados e ndo houve diferenca significativa no comprimento de onda de

maxima absorgao.
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Figura 6- — Espectro de absor¢do de 100 pg/mL de sitagliptina (SQR), realizado de 200 a 400

nm em HC10.01 M.

4.3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As condigdes cromatograficas experimentais padronizadas encontram-se descritas na

tabela 1.

Tabela 1 — Condi¢des experimentais utilizadas no método analitico por cromatografia liquida.

Caracteristicas Descricao
Coluna Phenomenex® RP-18 (150mm x 4mm, Sum)
Fase movel Tampao fosfato pH 6.8 : Acetonitrila (60:40, v:v)

Comprimento de onda
Vazao

Volume Inje¢do

267 nm
0.8mL/minuto

20 ul

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo a liquido Shimadzu

equipado com controlador de sistemas SPD-M20A. O espectro de absor¢do molecular, obtido
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por DAD e o cromatograma obtidos com a solucdo de fosfato de sitagliptina SQR, na
concentracdo de S0ug/mL estdo apresentados nas figuras 8 e 9 respectivamente. A analise do
pico principal, aproximadamente em 3,61 minutos, revelou um percentual de 100% de pureza,

demonstrando ndo haver a presenca de interferentes.

| ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ |

200 250 300 350 nm

Figura 7 — Espectro da solu¢do do fosfato de sitagliptina SQR, na concentracdo de 50pg/ml,
obtido por DAD. Condigdes cromatograficas: coluna Phenomenex® RPig (150mm, 4mm,
Sum); fase movel tampao fosfato pH 6.8 / acetonitrila (60:40); vazdo 0.8 mL/min; volume de

injecdo: 20uL
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Figura 8 — Cromatograma obtido com a solucdo de fosfato de sitagliptina SQR, na
concentracdo de S0ug/mL. Condi¢des cromatograficas: coluna Phenomenex® RPig (150mm,
4mm, Spm); fase movel tampao fosfato pH 6.8 / acetonitrila (60:40); vazdo 0.8 mL/min;

volume de inje¢do: 20uL.
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Abstract

This paper describes the development and validation of an isocratic HPLC method for
the assay of sitagliptin phosphate in tablets. The method employs a Phenomenex C18 column
(150mm x 4.6mm L1.D., Spm) with phosphate buffer (pH 6.8; 0.025M): Acetonitrile (60:40,
v/v) as mobile phase, at a 0.8 mL min™ flow rate and using photodiode array (PDA) detection
at 267 nm. The chromatographic separation was obtained with 3.71 min retention time, and it
was linear (r = 0.9999) in a range of 25-75 ug mL™" with a 2.1 pg mL™ limit of detection
(LOD) and quantization (LOQ) of 6.4 pg mL™" . The method’s specificity and stability-
indicating capability were proved through force degradation studies. Sitagliptin was exposed
to oxidative, hydrolytic and photolytic stress conditions and the samples were analyzed. The
method has shown good and consistent recoveries (98.60 — 101.89%) with low intra and inter-
day relative standard deviation (RSD). An experimental design confirmed that peak area was

unaffected by the small changes in critical factors, in robustness study. The test solution was
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found to be stable in the diluent for 48h. The validated method was successfully applied to

determine sitagliptin in tablets.

Keywords

Sitagliptin phosphate, Column liquid chromatography, Stability-indicating, Method validation

Introduction

The type 2 diabetes (T2DM) is a metabolic disorder often resulting from peripheral
resistance to the insulin hormone’s action [1]. There is hyperglycemia due to the uncontrolled
release of glucose by the liver and low glucose captivation to the muscles, decreasing the
glycogen syntheses [2]. T2DM is one of the major 21st century public health challenges.
According to the WHO the occurring epidemic of diabetes is strongly related to lifestyle and
economic changes [3]. WHO estimates that by 2025 as many as 200-300 million people
worldwide will have developed type 2 diabetes [4].

Sitagliptin phosphate, 7-[(3R)-3-amino-1-o0x0-4-(2,4,5-trifluorophenyl)butyl]-5,6,7,8-
tetrahydro-3-(trifluoromethyl)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pyrazine phosphate (1:1) monohydrate
(Fig 1) is a potent and selective oral anti-hyperglycemic reversible inhibitor of dipeptidyl
peptidase 4 (DPP-4), responsible for the intact incretin hormones increase. Sitagliptin is a

white to off-powder and exhibits pH dependent aqueous solubility. It is soluble in water and
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N,N-dimethyl formamide, slightly soluble in methanol, soluble in ethanol, acetone and
acetonotrile and insoluble in isopropanol and isopropyl acetate.

The two most important incretin hormones are the glucose-dependent insulinotropic
polypeptide (GIP) and the glucagon-like peptide I (GLP-I). Secreted in the intestine in
response to food, GIP and GLP-1 have a role in the regulation of glucose homeostasis. The
activation of GIP and GLP-1 receptors on pancreatic 3-cells leads to increased levels of cyclic
adenosine monophosphate and intracellular calcium, with subsequent glucose-dependent
insulin secretion [5]. In addition, sustained receptor activation is associated to insulin
biosynthesis and stimulation of B-cell proliferation [5]. Animal and in vitro data further
suggest that activation of GIP and GLP-1 receptors promotes [-cell resistance to apoptosis,
proliferation, and neogenesis, resulting in enhanced B-cell function [5-6]. Some additional
functions of GLP-1 include inhibition of glucagon secretion from pancreatic a-cells, resulting
in decreased hepatic glucose production; slow gastric emptying; food intake suppression and
glucose disposal enhancement via neural mechanisms [5-6].

To support clinical pharmacokinetic studies, a method for the determination of
sitagliptin in human plasma has been developed and validated HTLC-MS/MS [7]. Sitagliptin
was also determined in human urine and hemodialysate using turbulent flow online extraction
and tandem mass spectrometry, a narrow bore large particle size reversed-phase column
(Cyclone, 50mmx1.0 mm, 60 pm) and a BDS Hypersil C18 column (30mmx2.1 mm, 3 um)
were used as extraction and analytical columns, respectively [8]. Two cyclic metabolites of
sitagliptin were characterized after purification from dog urine. The metabolites were
characterized by hydrogen/deuterium exchange tandem mass spectrometry and NMR
spectroscopy [9]. An extensive literature survey did not reveal any simple, sensitive and
stability-indicating method for the determination of sitagliptin as an active substance or
tablets. The pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of sitagliptin single oral doses
and multiple oral doses were investigated, and urinary sitagliptin concentrations were
quantified [10-11].

The aim of the present article was to develop and validate a stability-indicating
reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) method for the quantitative analysis of
sitagliptin phosphate in tablets. This method was validated following ICH guidelines and USP
[12-13-14].
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Figure 1 — Chemical structure of sitagliptina

Experimental and reagents

Sitagliptin phosphate was purchased from Sequoia Research Products (Oxford, UK).
The tablets of Januvia® (Merck Sharp & Dohme) containing 100 mg of sitagliptin were
obtained from commercial sources within their shelf life period. HPLC-grade acetonitrile was
obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Hydrochloric acid, sodium hydroxide and
hydrogen peroxide were also obtained from Merck as well as analytical reagent grade
potassium phosphate monobasic (Darmstadt, Germany). The water was purified with
WaterPro™ PS, Labconco system (MO, USA).

Instrumentation and analytical conditions

A Shimadzu HPLC system (Kyoto, Japan) was used equipped with a CBM-20A
system controller, LC-20AT pump, DGU-20A; degasser, SIL-20A auto-sampler and SPD-
M20A photodiode array (PDA) detector. An analytical separation was performed on a RP
Phenomenex (Torrance, USA) Gemini Cig column (150 x 4.6 mm i.d., 5 um particle size)
coupled to a Cig guard column (4.0 x 3.0 mm i.d., 4 um). The choice of mobile phase was
carried out through several tests with different solvents. Initially, different concentrations of
acetonitrile and water (75:25, 70:30, 85:15) were tested, but there wasn’t adequate separation
for the sitagliptin peak. Different buffers, solutions and pHs were also tested in different
concentrations with acetonitrile (buffer (0.025M) pH 3.0, phosphate buffer (0.025M) pH 6.8,
triethylamine 1% pH 7.0, acetic acid 1.25% pH 4.0 and phosphoric acid (0025 M) pH 4.0).
The isocratic mobile phase chosen was a mixture of phosphate buffer 0.025M pH 6.8:
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acetonitrile (60:40, v/v), which was pumped at a 0.8 mL min” flow-rate. This was filtered
through a 0.45 pm nylon membrane filter (Sartorius, Germany). The injection volume was 20

uL for both standard and samples. The detection was achieved with a PDA at 267 nm.

Reference Solution Preparation

The sitagliptin stock solution was prepared weighing 10mg of the reference substance,
then transferred into individual 100 mL volumetric flask and diluted to volume with
hydrochloric acid 0.01 M to improve the sitagliptin solubility, obtaining a 100ug mL™
concentration. The stock solution was stored at 2-8 °C, and daily diluted to an appropriate

concentration in mobile phase.

Sample Solutions Preparation

Twenty tablets were weighed to get the average and they were ground. A quantity of
the powdered tablets containing 10 mg of sitagliptin (12.85 mg sitagliptin phosphate), was
transferred to 100 mL volumetric flask, 50 mL hydrochloric acid 0.01 M were added and
sonicated for 10 min, and diluted to volume with the same solvent to make up to volume. This

solution was stored at 2-8 °C.

Method Validation

The method was validated using samples of tablets with sitagliptin through the
determination of the following parameters: specificity, linearity, precision, accuracy, limit of
detection, limit of quantitation, robustness, stability and system suitability test, following the

ICH guidelines [12].

Linearity

Linearity was determined designing three analytical curves, each one with five
sitagliptin concentration reference substances, in the range of 25-75 g mL™! prepared in the
mobile phase. The peak areas of the chromatograms were plotted against the respective

concentrations of sitagliptin to obtain the analytical curve. The results were evaluated by
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linear regression analysis through the least square method to calculate calibration equation

and correlation coefficient.
Detection and Quantitation Limits

The limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were calculated based
on the standard deviation of the response and the slope using three independent analytical

curves, as defined by ICH guidelines and USP [12-13-14].
Precision

Precision was determined through repeatability (intra-day) and intermediate precision
(inter-day) of the tablets sample solutions. Repeatability was conducted using six
determinations at the same concentration, under the same experimental conditions. Similarly,
standards were prepared and analyzed on three consecutive days for intermediate precision.
The intra-day and inter-day assay RSD obtained were used to assess repeatability and

intermediate precision, respectively.

Accuracy

To determine accuracy, a recovery study was performed adding known amounts of the
reference standard (10, 20 and 30 pg mL™) to a sample solution of tablets containing 30 pg
mL™" of sitagliptin. The solutions (reference standard and sample) were placed in the same

volumetric flask and diluted to volume with mobile phase.

Specificity

The stability-indicating capability of the method was determined by subjecting a
reference sample solution (100 pg mL'l) to accelerated degradation by acid, basic, oxidative

and photolytic conditions to evaluate the interference in the sitagliptin quantitation. For
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hydrolytic conditions, sitagliptin was dissolved in either 1 M hydrochloric acid (acid
hydrolysis) or 1 M sodium hydroxide (basic hydrolysis). Both solutions were refluxed at 80
°C (8 h acid and 6 h base), cooled and neutralized with base or acid, when necessary.
Oxidative condition was obtained treating the drug with 5% hydrogen peroxide at room
temperature for 24 h, protected from light. Photodegradation was induced exposing samples
prepared in HCI 0.01M close to ultraviolet light (280-100 nm) for 4 h. To do these samples
were kept in an irradiation chamber equipped with a 30 W UV-C lamp (Philips, Holland).The
selection of the degradation conditions (degradation by acid, basic, oxidative and photolytic
conditions) was performed according to de ICH guidelines [12]. After treatment all the
samples were diluted in 50 pg mL" with mobile phase. Then, the stability-indicating
capability of the method was established, determining the peak purity of sitagliptin in the
degraded samples using a PDA detector.

Robustness

A robustness study was conducted making small but deliberate changes to the
optimized method parameters, different conditions were tested, including: wavelength (264
and 270 nm), flow rate (0.7 and 0.9 mL), composition (65:35 and 55:45) and pH (6.4 and 7.2)
of the mobile phase. To asses the stability of sitagliptin sample solution, the samples tested
were maintained at 2-8 °C for 48h and also placed in the self sampler, at room temperature,
for 48h. The mean values obtained for the determination of sitagliptin in tablets making
changes in the chromatographic conditions were analyzed by ANOVA.

Results and discussion

Method development

HPLC methods have been widely employed in pharmaceutical analysis. They have
gained popularity in stability studies due to their high-resolution capacity, sensitivity and
specificity. In this study, a reversed-phase HPLC method was proposed to quantify sitagliptin
in tablets. The mobile phase selection was based on peak parameters (symmetry, theorical
plates, capacity factor and resolution), run time, easiness of preparation and cost. A mixture of
phosphate buffer pH 6.8: acetonitrile (60:40, v/v) was adopted with good peak properties. To

select the best wavelength detection a PDA was used.
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A typical chromatogram obtained by the proposed HPLC method, demonstrating the
resolution of the symmetrical peak corresponding to sitagliptin, is shown in Fig 2a. The
retention time (3.71 min) allows a fast determination of the drug, which is suitable for quality

control laboratories.

Linearity

Good linearity was observed over the concentration range of 25 to 75 ug mL™', with a
0.9999 correlation coefficient and the linear regression equation y= 5227.5x + 10854 (where
x is the concentration of the sample in ug mL™" and y is the peak area).

The validity of the three analytical curves was verified by means of ANOVA, which
demonstrated significant linear regression and no significant deviation from linearity (P <

0.05).

Detection and Quantitation Limits

The LOD and LOQ were based on the standard deviation of the intercept and the
slope. LOD and LOQ achieved were 2.1 pg mL™" and 6.4 pg mL™, respectively.

Precision

The precision evaluated as the repeatability of the method was suited calculating the
relative standard deviation (RSD) for six determinations of the concentration of 50ug mL™
performed in the same day and under the same experimental conditions. The RSD value intra-
day obtained was 0.6%.

The intermediate precision was evaluated comparing the results obtained on three

different days and between analysts.

Table 1 — Inter-day and between analysts precision data of HPLC for sitagliptin in samples of tablets
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Mean (%) RSD (%) Analysts Mean (%) RSD (%)
Day 1 92.8 0.6 A 93.1 1.2
Day 2 94.3 1.5
Day 3 94.9 0.7 B 93.0 0.8
Inter-day 94.0 1.2 Mean 93.0 0.1
precision analysts

Accuracy

The accuracy of the method was determined by testing the recovery of sitagliptin
SQR. The average recovery was 100.06% with coefficient of variation of 1.67%. The results

demonstrated good accuracy of the method.

Specificity

Figure 2 shows degradation of sitagliptin under various stress conditions. When
submitted to oxidation the content of sitagliptin decrease about 44%, occurring several
degradated products. Under UV radiation after 4 h, the drug showed 87% degradation. When
the substance was exposed to acid it showed less degradation in relation to other situations
reducing about 12% and the basic condition the degradation 2h was 98% and 4h was 100%
with products of degradation at 11.1 min.
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Figure 2 - Chromatograms of sitagliptin (a) reference standard solution at 50pg mL™; (b) after
oxidation; (c) after photodegradation; (d) after acid hydrolysis; (e) after basic hydrolysis.
Phenomenex C18 column (150mm x 4.6mm [.D., Sum) with phosphate buffer (pH 6.8;
0.025M): Acetonitrile (60:40, v/v) as mobile phase, at a 0.8 mL min"' flow rate and using
photodiode array (PDA) detection at 267 nm.

Robustness

The results and the experimental range of the selected variables evaluated are showed
in table 2. Samples have been found to be stable under the conditions tested with no decrease
in peak area when compared to the freshly prepared solutions, the sample solution kept at
room temperature and in the refrigerator showed no significant changes, with an RSD% of
0.35 and 0.33 respectively. There were no significant changes in the method through small

changes in critical method parameters, thus showing the method is robust.

Table 2 - Results of robustness study

Factor Level Mean % RSD%
(assay n=3)
pH of mobile phase 6.4 93.9 0.8
7.2 94.3 1.1
Flow rate (mL min™) 0.7 93.7 0.9
0.9 93.9 1.1
Wavelenght 264 93.6 1.0
270 93.5 1.0
% acetonitrile 35 94.3 1.1

45 94.0 11
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Conclusion

A simple, specific, linear, precise, and accurate RP-HPLC method has been developed
and validated for quantitative determination of sitagliptin phosphate in tablet formulation. The
method is very simple and specific which makes it especially suitable for routine quality
control analysis work, the method is stability indicating and can be used to analyze the drug

and degradation products in stability tests.
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Summary

A simple UV-spectrophotometric method was developed and validated for the analysis
and dissolution studies of sitagliptin phosphate in tablets. Specificity test indicated an
adequate UV detection at 267 nm. The method was validated regarding
Specificity/accuracy/precision (RSD < 2%), linearity (1> = 0.9999), and partial robustness.
Tablets uniformity was 102.52% (RSD = 2.54%). The method was applied for the
determination of the drug in commercial tablet preparations and proved to be reliable for
quantification It was also used for the comparison of dissolution profiles of sitagliptin tablets.
After dissolution tests comparing eight different conditions through dissolution efficiency
(DE), the chosen condition for posterior tests was USP apparatus 1 (basket) in 0.01M HCI pH
3.0, at a stirring rate of 50 rpm. The methodology was applied to two batches of sitagliptin
phosphate tablets, giving similar dissolution profiles compared by the difference and

similarity factor, obtaining values within the specified limits.

Keywords: dissolution, sitagliptin, UV-spectrophotometry, validation.
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Introduction

Sitagliptin is a potent, highly selective, competitive and reversible inhibitor of
dipeptidyl peptidase-4 enzyme (DPP-4) (1, 2), which rapidly inactive incretin hormones
released to bloodstream after the ingestion of a meal (3). Therefore, inhibiting DPP-4,
sitagliptin increase glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic
peptide (GIP) levels, gut-derived peptides, called incretin hormones, extending its effects,
especially the increasing of insulin release and reduction of glucagon secretion, making this
drug an important alternative in the treatment of type 2 diabetes mellitus (4).

Dissolution test has emerged in the pharmaceutical field as a very important tool to
characterize drug product performance (5). The importance of the test is based on the fact that
for a drug to be absorbed and available to the systemic circulation, it must previously be
solubilized. In vitro drug dissolution tests provide measurements of the bioavailability of a
drug and can demonstrate bioequivalence from batch-to-batch, as well as are essential in the
stages of formulation development, for screening and proper assessment of different
formulations. Besides, dissolution is a requirement for regulatory approval for product
marketing and is a vital component of the overall quality control program (6, 7).

Although there is a crescent number of works describing sitagliptin structure,
pharmacokinetics, pharmacodynamics and clinical studies (8-12), this drug is not listed in any
pharmacopoeia and there is no dissolution test for tablets reported in literature.

The method for quantification of sitagliptin phosphate in tablets used in this work was
UV spectrophotometry, due to its quickness of analysis, precision of results and good
specificity, besides the fact that it can use less quantity and any kind of solvents, depending

on the solubility of the sample.
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The aim of the present paper was to develop and validate an analytical procedure to
evaluate sitagliptin phosphate tablet dosage forms, as well as develop and investigate a
dissolution test for sitagliptin in tablet dosage form and validate a UV-spectrophotometric

method to be applied for in vitro dissolution studies.

2. Experimental

2.1. Chemicals

Sitagliptin phosphate (Figure 1) standard was purchased from Sequoia Research
Products Ltd. with a declared purity of 99.5%. Januvia® tablets (Merck Sharp & Dohme
S.p.A.) of 100 mg were purchased in a local pharmacy. The compounds used in the
dissolution medium were HCI and sodium acetate buffer, purchased from Merck (Darmstadt,
Germany) and Vetec (Duque de Caxias, Brazil), respectively. All chemical products were of
analytical grade. Ultra pure water was obtained from a Millipore filtration system. For the
dissolution analysis, double-distilled water filtered through a 0.45 pm membrane filter was

used.

F NK//\I\IT\/<N

Figure 1 — chemical structure of sitagliptin
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2.2. UV-spectrophotometric analysis

In the present work, UV-spectrophotometric analysis was carried out ona UV-1601PC
Shimadzu spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan).

The standard solution of sitagliptin phosphate was prepared by dissolving 10 mg of
reference standard in 10 ml of 0.01M HCI pH 3.0, obtaining a concentration of 1 mg ml’
from which six standard solutions in the range of 50-100 pg ml' were prepared by
appropriate dilution with 0.01M HCI pH 3.0.

The method was validated according to the ICH Guidelines (13). These tests included
determination of linearity, accuracy, precision, robustness, limit of detection, limit of

quantification and specificity.

2.3. Determination of sitagliptin phosphate content in tablets

Twenty Januvia® tablets of 100 mg were weighed, combined and thoroughly crushed.
An amount of tablet powder equivalent to 10 mg of sitagliptin was accurately weighed and
transferred to a 100 ml volumetric flask, made up to volume with 0.01M HCI pH 3.0 and an
aliquot of about 10 ml of this suspension was centrifuged at 2870 x g for 10 minutes.
Centrifugation method was chosen in order to avoid a possible interference of tablets
excipients in the sample absorbance. After centrifugation, solution was diluted with 0.01M
HCI pH 3.0 to obtain a concentration of about 80 ug mI"'. The uniformity of content of the
dosage units was determined by placing a whole tablet of 100 mg in ten separate 100 ml
volumetric flask. The volume was made to mark with 0.01M HCI pH 3.0 and centrifuged at

2870 x g for 10 minutes. After centrifugation, solutions were diluted with 0.01M HCI pH 3.0
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to obtain a concentration of about 80 pg ml”'. The drug concentration was determined in

triplicate by UV-spectrophotometry, and calculated with a calibration curve.

2.4. In vitro dissolution studies

The dissolution test was performed in a Pharma Test multi-bath (r = 6) dissolution
system (Hamburg, Germany). The quantity of dissolved drug was determined using the
following parameters, totalizing eight conditions (Table 1): apparatus I (basket), apparatus II
(paddle), medium distilled water, 0.01M HCI pH 3.0 solution and pH 4.5 acetate buffer, and
stirring rates of 50 and 75 rpm. The volume of medium was 900 ml and the temperature was
37°C + 0.5°C. Dissolution tests were determined for six tablets for each condition. At
predetermined time intervals (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45 and 60 minutes), an exact volume of
sample was withdrawn from each vessel and immediately replaced by an identical volume of
fresh medium. The concentrations of sitagliptin in all the dissolution conditions were

determined by the proposed UV-spectrophotometric method.

Table 1 — Tested conditions in the development of dissolution profiles of sitagliptin phosphate tablets.

Condition Apparatus Medium (900 mL) rizzi;li)

I 1 (basket) Distilled water 50

II 2 (paddle) Distilled water 50

11 1 (basket) 0.01 M HCl pH 3.0 50

v 2 (paddle) 0.01 M HCl pH 3.0 50

v 1 (basket) 0.01 M HCl pH 3.0 75

VI 2 (paddle) 0.01 M HCl pH 3.0 75
VII 1 (basket) Acetate buffer pH 4.5 50

Vi1 2 (paddle) Acetate buffer pH 4.5 50
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The dissolution profiles obtained using the eight conditions were compared by
calculation of the dissolution efficiency (DE) and assessed by analysis of variance (ANOVA),
expressed as a percentage of the absorbance of the rectangle described by 100% dissolution in
the same time (14).

Dissolution profiles for twelve tablets of Januvia® using the chosen condition were
performed with two different batches and were compared by the model-independent simple
method which includes the difference factor (fi) and the similarity factor (f2). The f; factor
measures the percentage error between two curves over all time points and the f, factor is a
logarithmic transformation of the sum-squared error of differences between the test and the
reference products over all time points (15, 16). The f; and f, values must be within 0-15 and
50-100, respectively, for the dissolution profiles be similar.

Validation of in vitro dissolution studies was carried out by determining specificity,
precision and accuracy of the method. Specificity was determined by the dissolution of
simulated sample excipients (SSE) using the condition III for 60 minutes. Samples were
centrifuged and analyzed by UV-spectrophotometry. The precision of the method was
analyzed through dissolution of six tablets of the same batch, in the same day and in a second
day, using condition IIT for 60 minutes. The mean values and the relative standard deviation
were calculated and the results were statistically compared. Accuracy of the method was
determined by weighting the equivalent of 45, 80 and 100% of sitagliptin from the crushed
tablets and submitted to dissolution for 60 minutes, using condition III. It was calculated the
theoretical amount of sitagliptin in each sample and compared to obtained amount through

absorbances.
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3. Results and Discussion

3.1. Method validation

Calibration curves for sitagliptin were constructed by plotting absorbance versus
concentration (50.0 — 100.0 pg ml" range). Linear regression by the least squares method was
then applied. The calculated value for the correlation coefficient (1> = 0.9999) showed
excellent linearity of the calibration curve for the method (RSD < 2.0).

The specificity was determined by the absorption spectrum of a simulated sample
excipients (SSE) solution, compared with the absorption spectrum of sitagliptin and is shown
in Figure 2. Absorbance of SSE was determined to be 0.0043 at 267 nm, thus achieving good

selectivity towards any potential interference from the formulation.

1,000 . . .

0,000 — N '

0,0 28000 2000 3500 400,0
Wavelength (nm.)

Figure 2 - Absorption spectrum of sitagliptin phosphate (chosen wavelength indicated by the
arrow, 267 nm) and of simulated sample excipients (SSE), demonstrating minimum

interference and good specificity of the quantification and of the dissolution method.
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Repeatability (intra-day precision) was studied by calculating the relative standard
deviation (RSD) for six determinations of the concentration of 80 pg ml™”, performed on the
same day and under the same experimental conditions. The results of sitagliptin
determinations of the working standard solutions with the calculated RSD values are shown
in Table 2.

Intermediate precision includes the estimation of variations in analysis when a method
is used within laboratories, on different days (inter-day precision), by different analysts, and
on different equipment. The inter-day precision was assessed by analyzing two standard
solutions on three different days, and the RSD values obtained were 0.98 and 0.93%.
Between-analyst precision was determined by calculating the RSD for the analysis of three
standard solutions by two analysts; the RSD values were found to be 1.81, 1.90 and 2.68%.

The results are presented in Table 2.

Table 2- Intra-day, inter-day and inter-analyst precision data of UV-spectrophotometry for sitagliptin

phosphate
Theoretical Intra-day Inter-day Inter-analyst
amount  Experimental RSD  Sample  Mean RSD  Sample Mean RSD
(ng.ml™)  amount (%) (%) (%) (%) (%) (%)
80.0 101.01 1.81 1 95.49 0.98 1 101.01 1.81
2 97.96 0.93 2 96.10 1.90
3 101.37 2.68

The accuracy of an analytical method is the closeness of the test results obtained by
the method to the true value. The accuracy was assessed from five replicate determinations of
three concentration levels: 75, 80 and 85 pg ml™'. This narrow range was chosen because it is

the critical interval in which the concentration of the sample would be at most of the time.
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The absolute means obtained were 99.31, 101.04 and 101.34%, respectively, with a mean
value of 100.56% and RSD of 1.09% as shown in Table 3, and it is evident that the method is

accurate within the desired range.

Table 3 - Accuracy expressed as percentage of known concentration at three levels of sitagliptin

Theoretical amount  Experimental amount Accuracy RSD
(ng . ml™) (ng . ml™) (%) (%)

75 79.45 (105.93%)
80 80.83 (101.04%) 100.56 1.09

85 81.07 (95.38%)

The robustness was determined by analyzing the same sample under a variety of
conditions. The factors considered were: variations in pH of HCl 0.01M solution and in
wavelength of determination of absorbance. The results and the experimental range of the
selected variables are given in Table 4, together with the optimized values. There were no
significant changes in the absorbance values when modifications in pH of HC1 0.01M solution
and when the wavelength are change to 268nm and 266 nm. The results demonstrate that the

method is robust.

Table 4- UV-spectrophotometric conditions and range investigated during robustness testing

Variable Range investigated Sitagliptin (%) Optimized value
2.8 97.91
pH of HC10.01M 3.0 98.85 3.0
solution
3.2 100.41
266 97.90
Wavelength (nm) 267 98.85 267

268 96.75
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The limit of quantification (LOQ) and the limit of detection (LOD) were obtained
from the slope and the standard deviation of the intercept from three calibration curves
determined by a linear regression line as defined by ICH. The LOQ and the LOD were found

to be 16 and 5 pg ml™, respectively.

3.2. Uniformity of sitagliptin phosphate in tablets

The uniformity of sitagliptin phosphate tablets was calculated as an average of three
determinations by UV-spectrophotometry using ten tablets for each determination. The result
obtained was in agreement with the specifications. Tablets uniformity was 102.52% (RSD =

2.54%).

3.3. In vitro dissolution studies

The drug release profile curves obtained by plotting the percentage of drug released
against time in the different conditions are showed in Figure 3. The observation of the
dissolution profiles shows that apparatus 2 (paddle) gave the greater relative standard
deviations, and mostly were out of maximum limits allowed for each time of collect. A
possible explanation for this to occur is the homogeneity of the medium during the dissolution
test, since the basket provided a more homogeneous medium because the excipients were

retained in the basket.
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Figure 3 - Dissolution profiles of sitagliptin in all tested conditions. A — Conditions I and II, medium

distilled water and stirring rate of 50 rpm. B — Conditions III and IV, medium 0.01M HCI pH 3.0 and

stirring rate of 50 rpm. C — Conditions V and VI, medium 0.01M HCI pH 3.0 and stirring rate of 75

rpm. D — Conditions VII and VIII, medium acetate buffer pH 4.5 and stirring rate of 50 rpm.
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The results of dissolution efficiency (DE) were statistically compared using analysis of
variance (ANOVA) followed by Duncan’s post-hoc test in order to verify influence of each
variable of conditions on results of DE and is showed in Table 5. Apparatus influenced DE,
since conditions involving the paddle as the stirring resource reached lower DE than that
using the basket. Conditions using 75 rpm as stirring rate obtained greater values of DE,
dissolving more rapidly than the other conditions, as expected. There was no significant
differences in the DE values between medium distilled water and acetate buffer, however
conditions using 0.01M HCI pH 3.0 obtained the greater values of DE, including without

consider stirring rates of 75 rpm.

Table 5 - Comparison among dissolution tests of sitagliptin tablets through dissolution efficiency

Condition DE% (Mean = SD)

I 71.16 £2.14

I 65.89 + 8.37

11 77.95 +5.38

v 71.68 +£9.04

A% 83.94 + 1.53

VI 83.68 241
VII 74.57 +1.28
VI 68.88 £9.78

Condition III was the chosen for posterior tests, because of the following factors:
medium of dissolution, considering that HCl simulates the gastrointestinal tract medium;
stirring rate, since in lower values of agitation dissolution occurs more slowly, fulfilling the
specifications for the application of the test of similarity between formulations; and the

apparatus, because basket provided greater homogeneity among the samples.
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Dissolution profile for twelve tablets of sitagliptin of two different batches was
performed using condition III, because it showed the necessary requirements to apply f-
factors. Similarity test resulted in values between 2.82 and 4.86 for f; (difference factor) and
between 72.88 and 89.47 for f, (similarity factor), confirming the reliability of the proposed
method.

The specificity of the dissolution test was determined by the absorption spectrum of
simulated sample excipients (SSE) dissolved in the same conditions as for tablets, using
condition III, for 60 minutes, and the result is shown in Figure 2. As can be seen, absorption
spectrum of SSE dissolved is superimposed to that of SSE 0.01M HCI pH 3.0 solution,
showing that neither dissolution of formulation interfere in the absorption of sitagliptin
phosphate.

Precision data of dissolution studies, using two batches of sitagliptin phosphate tablets
in two different days resulted in values among 88.08 and 93.17 of mean of dissolved
percentage and 2.23 and 5.73 of relative standard deviation. ANOVA showed no significant
differences among the means of each day for each batch, demonstrating the repeatability of
the proposed method.

Recovery test of sitagliptin was made to evaluate the accuracy of the dissolution
method. Recovery percentage mean was 95.39 + 9.79 and, considering that accepted values
for accuracy are means of 95-105% (17), it can be concluded that the proposed method fulfill

this validation requisite.
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4. Conclusions

The data validation showed that the UV-spectrophotometric method is accurate and
possess excellent linearity and precision characteristics. This method gives quickness of
analysis and showed no need of use of organic solvents, besides the fact that it allowed the
quantification of sitagliptin without any significant interference from excipients, being used
successfully for monitoring its concentration for in vitro dissolution profile studies of solid
pharmaceutical dosage forms. Analysis of ANOVA showed differences among each condition
tested, which was important to choose the best condition to following with the other tests.
Condition III was chosen because of its medium, homogeneity of results and possibility to
apply the f-factors. The dissolution method showed to be reliable also because of its
comparison between two batches of sitaglipin tablets, through similarity test of f; and f,
factors. Validation of dissolution method was made using the specificity, precision and
accuracy parameters, which gave great results, demonstrating again the trustful of the method.
Thus, dissolution testing is useful for batch-to-batch comparison. The need for control of
dissolution in drug production is indispensable and ensures quality. The method described is
shown to be useful for routine quality control analysis and dissolution studies of sitagliptin

phosphate tablet formulations.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao Geral

Embora a sitagliptina represente um farmaco de grande importancia no tratamento de
pacientes diabéticos, ndo existem até o presente momento monografias para as formula¢des de
comprimidos que comprovem a qualidade do firmaco. Em virtude do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar diferentes métodos possibilitando desta
maneira a execucdo independente da condicdo do laboratorio. A validacdo do método por
espectrofotometria na regido do UV permitiu uma determinagdo qualitativa e quantitativa com
baixo custo e de maneira rapida, facilitando a rotina de analises para os comprimidos de
sitagliptina. O método desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia embora tenha
um custo um pouco mais elevado e a necessidade de analistas qualificados, possui uma maior
especificidade, permitindo a avaliagdo de possiveis interferentes. Os estudos de degradacdo
for¢ada realizados permitiram um maior conhecimento em relagao a estabilidade do farmaco e

também as provaveis condi¢des de degradacio.

6.2 Método Espectrofotométrico

A espectrofotometria na regido do ultravioleta, por ser um método facil, rapido e de
custo relativamente baixo, tem sido amplamente utilizada para a quantificacdo de farmacos
(CLURCZAK, 1998). Devido a falta de relatos na literatura de métodos espectrofotométricos
validados para a determinacdo de fosfato de sitagliptina, desenvolveu-se método
espectrofotométrico para a determinacao de sitagliptina em comprimidos revestidos com a

intencdo de utilizacdo nos estudos de dissolugao.

Muitos solventes estdo disponiveis para andlise na regido do ultravioleta e a escolha
destes deve ser baseada na solubilidade da substdncia a ser analisada. Avaliou-se a
solubilidade do fosfato de sitagliptina em HCI 0.01M, agua purificada e tampao acetato pH

4.5, devido as informagdes contidas na literatura do fornecedor (MSD, 2007). Todos os
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resultados foram satisfatorios, mas verificou-se um menor coeficiente de variacdo quando o

solvente utilizado foi a solug¢do de HC1 0.01M, sendo desta maneira o solvente escolhido.

Nao foram observadas interferéncias devido aos excipientes, solventes ou outras
impurezas nas condi¢cdes otimizadas. A especificidade do método foi avaliada através da
pesquisa da possivel interferéncia dos excipientes contidos nos comprimidos. De acordo com
os espectros obtidos para a substancia quimica de referéncia e para a amostra simulada de

excipientes (ASE), constatou-se que o método foi especifico.

Os resultados obtidos na avaliagdo da linearidade demonstraram que as solugdes de
sitagliptina SQR apresentaram correlagdo linear entre as absorvancias e concentragdes, nos
intervalos utilizados. Graficos de concentracdo versus absorvancia foram plotados, os quais
demonstraram haver linearidade adequada nas faixas de 50 a 100 pg/mL. A equagdo da reta
para o método foi: y = 0,0037x + 0,004 com coeficiente de correlagdo de 0,9999. A andlise de
variancia (ANOVA) realizada com as trés curvas de linearidade obtidas em diferentes dias
demonstra que a regressdo linear ¢ significativa e que ndo ha desvio da linearidade ( P <

0.05).

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermedidria (inter-dias). Os valores experimentais obtidos para a determinacgao de
sitagliptina em comprimidos, no mesmo dia e sob as mesmas condi¢des, demonstraram que o
método foi preciso, ja que os coeficientes de variagdo ficaram abaixo de 2%. Os resultados da
precisdo inter-dias foram analisados através da ANOVA, a qual demonstrou ndo haver

diferenga significativa entre os valores obtidos nos diferentes dias.

A exatiddo do método proposto foi determinada através do teste de recuperacdo da
sitagliptina SQR em HC1 0.01M. A percentagem de recuperagdo média obtida foi de 100.56%
demonstrando boa exatiddo para o método, uma vez que ficaram dentro dos limites de 95-

105%.

A robustez do método foi avaliada quanto ao comprimento de onda e ao pH. Na

mudanca de ambos os parametros 0 método demonstrou ser robusto.

A sensibilidade do método cromatografico foi avaliada através da determinagdo dos
limites de quantificacdo e detecgdo de sitagliptina no sistema empregado. Os valores obtidos
para LQ e LD de acordo com o célculo foram de 16 pg/ml e 5 pg/ml respectivamente,

indicando boa sensibilidade para o método.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

65

O método espectrofotométrico proposto mostrou-se adequado, apresentando
simplicidade, especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo, podendo ser empregado para o

controle de qualidade de sitagliptina em comprimidos.

6.3 Método Cromatografico

Por ser uma técnica bastante versatil, a cromatografia liquida tem sido muito utilizada
em laboratorios de andlise para determinacdo qualitativa e quantitativa de farmacos em
matérias-primas, produtos acabados e amostras bioldgicas. A separagdo e quantificacdo de
diferentes componentes em uma formulagdo podem ser realizadas através da adequada
escolha de alguns parametros, como coluna analitica, composi¢do ¢ propor¢do das fases
moveis, e método de deteccdo. Pelo fato de haver a necessidade em cromatografia liquida, do
uso de equipamentos e reagentes de maior custo, acaba ocorrendo uma certa limitagdo para o
uso desta técnica por alguns laboratérios de controle de qualidade de medicamentos

(SWARTZ & KRULL, 1998; SKOOG, HOOLLER & NIMAN, 2002).

No desenvolvimento do método proposto as condi¢cdes cromatograficas foram
influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas do fosfato de sitagliptina, tais como a
polaridade e a solubilidade. A sitagliptina ¢ solivel em dgua e, portanto possui um carater

polar.

Durante o desenvolvimento do método foram realizados testes utilizando diferentes
fases moveis, como por exemplo: acetonitrila: agua; metanol: agua; metanol: Ac.
Ortofosforico; solugdo trietilamina 0.1%: acetonitrila; Ac acético 1.25%: acetonitrila; ac.
ortofosforico 0.025M: acetonitrila. A fase movel constituida de tampao fosfato pH 6.8:
acetonitrila mostrou-se adequada, mostrando um tempo de retencdo reprodutivel de
aproximadamente 3.6 minutos, boa eficiéncia (pratos teoricos > 4000), com picos de boa

resolucdo, seletividade e simetria (< 2%).

Para avaliar a especificidade do método, a sitagliptina SQR foi submetida &
degradagdo for¢ada em meio acido, alcalino, fotolitico e oxidativo. Na oxidacdo quimica com
H»0, 5%, por 24 horas, a percentagem de degradac¢do foi de 44%, e mesmo com o surgimento

de varios picos adicionais o pico referente ao fosfato de sitagiptina permaneceu bem definido
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e com um teor de pureza de 99.99%. Frente a luz a SQR sofreu um grande decréscimo,
restando 62% do valor da area em apenas 20 minutos, ocorrendo a formagdo de produtos de
degradagdo, porém o pico referente a SQR manteve grau de pureza elevado (99.98%). Na
hidrolise acida, apos 4 horas a SQR sofreu a menor degradacdo, quando comparada as outras
condigdes. A percentagem de degradacdo foi de 12% e sem variagdo significativa no tempo de
retengdo, apresentando um teor de pureza de 100% e bem definido. Na hidrolise alcalina em 4

horas houve 100% de degradacdo da SQR e a formacgao de picos adicionais até 11 minutos.

Na avaliacdo dos resultados obtidos através das curvas de linearidade, realizada
através de ANOVA, pode-se observar que ha regressao linear significativa e ndo houve desvio
na linearidade para as curvas produzidas em diferentes dias (P < 0.05). A faixa de
concentracdo linear foi de 25-75 pg/mL. A equagdo da reta para o método proposto foi: y =

5227.5x + 10854, com coeficiente de correlagdo de 0.9999.

A precisdo do método foi demonstrada através da repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermedidria (entre-dias). O coeficiente de variacdo obtidos para a determinagdo de
sitagliptina, no mesmo dia e nas mesmas condi¢des foi 0.61%. Ja os valores de precisdo
intermedidria apresentaram um coeficiente de variagdo de 1.16%. Foi realizada ANOVA para
os valores de precisdo dos trés diferentes dias, a qual demonstrou ndo haver diferenca

significativa para os ensaios realizados (< 2%).

A exatiddo do método foi determinada através do teste de recuperacdo da sitagliptina
SQR. O valor médio de recuperagdo foi de 100.06% com coeficiente de variacdo de 1.67%.

Os resultados encontrados demonstraram boa exatiddo do método.

A sensibilidade do método foi avaliada através dos calculos do limite de detecgdo
(LOD) e limite de quantificagdo (LOQ). Os valores obtidos foram: 2.1 pg/ml e 6.4 ug/ml

respectivamente. Os valores de LOD e LOQ indicam boa sensibilidade do método.

O método proposto ainda foi analisado quanto a sua robustez através de pequenas
modificacdes nas condigdes cromatograficas propostas. Os valores médios obtidos para a
determinacdo de sitagliptina em comprimidos realizando as modificagdes nas condigdes
cromatograficas foram analisados por ANOVA, a qual demonstrou ndo haver diferenca

significativa entre as analises realizadas.
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O método desenvolvido demonstrou ser adequado para a determinacdo de fosfato de
sitagliptina em comprimidos apresentando especificidade, linearidade, precisdo e exatidao,

podendo ser empregado para o controle de qualidade.

6.4 Analise comparativa entre os dois métodos validados

No presente trabalho, foram desenvolvidos e validados dois métodos:
espectrofotometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida. Os métodos propostos
foram selecionados em fung@o de suas caracteristicas, a espectrofotometria na regido do
ultravioleta foi um dos métodos selecionados por ser rapida, de facil execugdo e com baixo
custo. Embora a cromatografia liquida tenha um custo mais elevado e necessite de um
analista bem treinado, ela apresentou resultados precisos e exatos em um curto tempo de
analise. Os resultados obtidos com os métodos por cromatografia liquida e por
espectrofotometria no ultravioleta foram comparados estatisticamente por ANOVA e estdo

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Analise de variancia dos teores obtidos na determinagdo do fosfato de sitagliptina

em comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida.

Fontes de Variacao GL Soma dos Variancia F*
Quadrados

Entre métodos 1 7.304 0.416 7.05 (7.70)

Residuo 4 4.143 1.655

Total 5 11.447

*Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0.05.

Em virtude dos resultados obtidos através desta comparagdo, pode-se verificar que os

métodos demonstraram ser intercambiaveis ¢ adequados para o controle de qualidade da
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sitagliptina em comprimidos. Estes podem ser utilizados para determinacdo quantitativa, teste

de uniformidade de contetido e como técnicas de identificagdo da substancia referida.

6.5 Dissolucao

Os resultados obtidos demonstraram que as solucdes de fosfato de sitagliptina SQR
apresentaram correlagdo linear entre as respostas (absorbancias) as concentragdes, nos
intervalos utilizados. Graficos de concentragdo versus resposta (absorbancia) foram plotados e
mostraram linearidade adequada. As equacdes da reta para os métodos foram: y = 0.0037x +
0.004, para HC1 0.01 M e y = 0.0037x — 0.0059 para agua purificada, com coeficientes de
correlacdo de 0.9998 e 0.9999, respectivamente. As andlises de variancia (ANOVA) efetuadas
sobre os valores de absorbancias das curvas de calibragdo em HCI 0.01 M e agua purificada
de fosfato de sitagliptina, demonstraram regressdes lineares significativas, ndo havendo

desvios da linearidade.

A precisdo do método foi avaliada utilizando-se diferentes lotes e em diferentes dias.
Os valores obtidos para o coeficiente de correlagdo ficaram entre 2.23% 4 5.73%. A andlise de
variancia indicou ndo haver diferenga significativa entre as analises realizadas nos diferentes

dias e lotes analisados.

O resultado obtido no teste de recuperagdo de fosfato de sitagliptina para avaliagdo da
exatiddo do método de dissolugdo corresponde a percentagem média obtida por
espectrofotometria no ultravioleta de 95.39 com um coeficiente de variacdo inferior a 2%. O
resultado obtido pelo método proposto demonstra que este ¢ exato dentro do intervalo

avaliado.

Muitas monografias oficiais estabelecem que ndao menos que 75% do fdrmaco deve
estar dissolvido em 45 minutos (MARCOLONGO, 2003). As farmacopéias Americana,
Britanica e Brasileira preconizam que ndo menos que 75% do fdrmaco deve estar dissolvido
em 45 minutos. Para farmacos altamente soliiveis uma especificagdo de um unico ponto, com
85% dissolvidos em 60 minutos ou menos, ¢ suficiente como teste de controle de qualidade

lote a lote (FDA, 1997).
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Com base nos fatos expostos, sugere-se como especificagdo para o fosfato de
sitagliptina em comprimidos, 85% de dissolucdo de farmaco dissolvido em 60 minutos, em
HC10,01M.
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7. CONCLUSOES

e As analises espectroscopicas (RMN 'H, C e UV) permitiram a caracterizagio da

substancia quimica utilizada como referéncia no presente estudo;

e O método desenvolvido através da espectrofotometria na regido do ultravioleta a
267nm, utilizando HCI 0.01M, mostrou-se sensivel, linear, preciso, exato e especifico

para a determinagdo quantitativa de sitagliptina em comprimidos.

e O método por cromatografia liquida, utilizando coluna C18, fase mével constituida de
tampao fosfato pH 6.8: acetonitrila e fluxo de 0,8ml/min, demonstrou precisdo,
sensibilidade, especificidade, exatiddo e robustez para a analise quantitativa de

sitagliptina em comprimidos.

e A andlise comparativa entre os métodos propostos para a determinacdo quantitativa da
sitagliptina demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa entre eles, sendo

caracterizada a equivaléncia entre 0os mesmos.

e O uso de 900 mL de HCI 0.01M a 37 £ 0.5°C, aparato cesta, com velocidade de 50
rpm, demonstraram resultados satisfatorios para analise da dissolu¢do de comprimidos

contendo fosfato de sitagliptina.

e Sugere-se que a especificagdo de 85% de dissolugdo em 60 minutos seja suficiente para

avaliar a % dissolvida de sitagliptina em comprimidos.
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e O método por espectrofotométrico mostrou-se adequado para avaliar a % dissolvida de

sitagliptina, ndo apresentando interferentes.
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Latin American Journal of Pharmacy - Answer to the Presentation of
Manuscript
De: ' Latin American Journal of Pharmacy (info@latamjpharm.org)

Enviada:sabado, 30 de janeiro de 2010 18:20:10

Aline; Gabriele; Bruna; Felipe; Ana Isa; Clarice Ravanello; Dadalt; Torres; Hurtado; Marcolino;
Para:  Rolim (alineravanello@hotmail.com); Aline; Gabriele; Bruna; Felipe; Ana Isa; Clarice
Ravanello; Dadalt; Torres; Hurtado; Marcolino; Rolim (alineravanello@hotmail.com)

January 30th, 2010

Aline; Gabriele; Bruna; Felipe; Ana Isa; Clarice Ravanello; Dadalt; Torres; Hurtado;
Marcolino; Rolim
Universidade Federal De Santa Maria (alineravanello@hotmail.com)

Manuscript Identification Number: LAJP 2041-09
Dear author:

I am glad to inform you that your article 'Development and Validation of an UV-
spectrophotometric Method for the Dissolution Studies of Sitagliptin Tablets' by
Aline Ravanello, Gabriele Dadalt, Bruna G. S. Torres, Felipe K. Hurtado; Ana I. P.
Marcolino; Clarice M. B. Rolim has been accepted for publication in Latin American
Journal of Pharmacy. In due moment you will receive the page proof consigning the issue
where your article will be included.

Many thanks for your interest in our journal.

Yours sincerely,

e

“

Prof. Néstor O. Caffini, Editor
Latin American Journal of Pharmacy

E-mail: caffini@biol.unlp.edu.ar
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9.2 Artigo Submetido

Y our manuscript entitled "Development and Validation of a Stability-Indicating LC Method
for Determination of Sitagliptin in Tablets" has been submitted online and is presently being
processed by the Journal of Chromatographic Science Editorial Offices.

Your manuscript ID is JCS-09-332.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when emailing or
calling the office for questions. If there are any changes in your street address or e-mail
address, please log in to Manuscript Central at http://mc.manuscriptcentral.com/jcs and edit
your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center
after logging in to http://mc.manuscriptcentral.com/jcs .

Thank you for submitting your manuscript to the Journal of Chromatographic Science.
Sincerely,

Michael Graves

Managing Editor

Journal of Chromatographic Science
Phone (847) 647-2900

Fax (847) 647-1155
http://www.]-chrom-sci.com/
http://mc.manuscriptcentral.com/jcs




